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藜草花叶病毒（Sowbane mosaic virus，SoMV）为

南方菜豆花叶病毒属Sobemovirus的成员，被我国列

为禁止进境的检疫性有害生物，它不仅可以侵染藜科

杂草，也可侵染葡萄、甜菜、菠菜等经济植物（沈淑琳，

1990），主要分布于欧洲及南北美洲国家及南非、日

本、土耳其等国家或地区，可通过汁液、昆虫及种子传

播。目前，国内外已建立了SoMV的RT-PCR检测方

法（陈青等，2010），但尚未有反转录环介导等温扩增

方法（reverse transcription loop-mediated isothermal

amplification，RT-LAMP）的研究报道。本研究通过建

立SoMV的RT-LAMP检测方法，以期为我国口岸检

验检疫部门建立简便、灵敏、特异的快速检测方法。

1 材料与方法

1.1 材料

供试病叶及病毒：SoMV病叶，来自美国典型培

养物保藏中心；南方菜豆花叶病毒（Southern bean

mosaic virus，SBMV）和豇豆花叶病毒（Cowpea mo-

saic virus，CPMV），美国 Agdia Incorporated 公司。

苋色藜、莲子草、菠菜等由厦门出入境检验检疫局检

验检疫技术中心植物检疫实验室保存。

试剂及仪器：Easy Taq DNA聚合酶、pd（N）6，北

京全氏金生物技术有限公司；Bst 2.0 DNA 聚合酶、

10×Bst DNA Buffer，北京纽英伦生物技术有限公

司；SYBR Green I，宝生物工程（大连）有限公司；M-

MLV反转录酶、RNasin，美国Promega公司；TriPure

Isolation Reagent试剂盒，美国 Invitrogen公司。Verti

TM多重控温PCR仪，美国ABI公司；MINI-PRATEA电

泳仪，美国Bio-Rad公司；BOXCHEME XT16 多功能

数字凝胶成像系统，美国Syngene公司。

1.2 方法

根据SoMVCP基因（GenBank登录号：GQ845002）、

利用在线软件 Primer Exporer V4（https://primerex-

plorer.jp /lamp4.0.0/index.html）设计引物（表1），均由

生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

反转录：按照TriPure Isolation Reagent试剂盒操

作说明提取病叶总 RNA，然后取总 RNA 4 μL、

0.1 nmol/L pd（N）6 2 μL、DEPC处理水5 μL，95℃水

浴 10 min；冰浴 5 min 后，继续加入 5×Buffer 4 μL、

10 mmol/L 的 dNTPs 1.0 μL、200 U/μL M-MLV反转

录酶 0.5 μL、40 U/μL RNasin 0.5 μL，37℃水浴 1 h，

95℃灭活5 min，合成第一链cDNA。

25 μL LAMP 反应体系：10×Bst DNA Buffer

2.5 μL、8 U/μL Bst 2.0 DNA聚合酶1 μL、100 mmol/L

MgSO4 1.5 μL、10 mmol/L dNTP 2 μL、10 μmol/L FIP

和BIP各3 μL、10 μmol/L F3和B3各0.5 μL、5 mol/L

甜菜碱 3.5 μL、模板 cDNA 2 μL，最后用 ddH2O 补至

25 μL。64℃孵育60 min。反应结束后，在反应管中

加入1.0 μL SYBR Green I染料，观察颜色反应；或取

5 μL扩增产物于 2%的琼脂糖凝胶上进行电泳，EB

染色后在凝胶成像仪上观察、拍照。

25 μL PCR 反应体系：10×PCR Buffer 2.5 μL、

10 mmol/L dNTPs 0.5 μL、10 μmol/L SoMV-F3.6 及

SoMV-B3.6 各 2 μL、5 U/μL Easy Taq DNA 聚合酶

0.5 μL、cDNA模板3 μL、ddH2O 14.5 μL。反应程序：

95℃ 3 min；94℃ 45 s，55℃ 45 s，72℃ 45 s，35个循

环；72℃ 10 min。用2%琼脂糖凝胶电泳检测。

特异性及灵敏度检测：利用所建立的RT-LAMP

方法，对感染 SoMV、SBMV、CPMV 的阳性对照样



品及健康植物苋色藜、莲子草、菠菜进行检测，以明确

该方法的特异性。把SoMV的cDNA进行10倍系列

稀释（10-1~10-9），利用所建立的RT-LAMP方法进行

检测。且利用RT-PCR进行灵敏度比较试验。

表1 用于扩增SoMV的LAMP及PCR引物

Table 1 LAMP and PCR primer sequences of SoMV

2 结果与分析

2.1 LAMP引物筛选

扩增结果表明，引物组1、4无明显的梯状条带，

而引物组 6产生的梯状条带最为明显，扩增效果最

好。因此，选择引物组6进行条件优化和特异性、灵

敏度检测。

2.2 RT-LAMP的特异性检测结果

结果表明，只有SoMV阳性样品出现特征梯状

条带，而其它病毒和健康植物样品中未产生，与RT-

PCR的检测结果相同，显示出良好的特异性。

2.3 RT-LAMP的灵敏度检测结果

所建立的RT-LAMP方法可检测到10-7的cDNA

模板（图 1-a），其灵敏度与普通 RT-PCR 方法相当

（图 1-b）。当LAMP结果进行染色检测时，10-1~10-9

样品的反应管中产生绿色，为阳性反应，而其它为橙

色，为阴性反应。

图1 SoMV的RT-LAMP（a）和RT-PCR（b）灵敏度检测结果

Fig. 1 Sensitivity of RT-LAMP（a）and RT-PCR（b）for the detection of SoMV

M：100 bp marker；1~9：稀释10-1~10-9倍的cDNA；10：空白对照。1-9：10-1-10-9 times dilution of cDNA；10：negative control.

3 讨论

LAMP近年来越来越多被应用于植物病毒快速

检测中，本研究根据 SoMV 的 CP 基因设计 3 组引

物，通过引物筛选、条件优化，建立了 SoMV 的 RT-

LAMP方法。LAMP方法具有比PCR方法更高的灵

敏度（郭立新等，2013），而本研究所建立的检测

SoMV 的 RT-LAMP 方法，其灵敏度与普通 RT-PCR

方法相当，这可能是由于用于比较的RT-PCR方法其

扩增片段比较小，也具有很高的灵敏度。在LAMP

方法中，至少需要 4条引物，因而与普通PCR相比，

具有更高的灵敏度。LAMP的扩增产物不仅可以用

凝胶电泳检测，而且可以直接沉淀观察或用荧光染

料检测。本试验中，反应结束后在原反应管中加入

SYBR Green I染料，实现了扩增产物的快速检测。
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引物组 Primer set
组1 Set1

组6 Set 6

组4 Set 4

引物名称 Primer name
SoMV-F3.1
SoMV-B3.1
SoMV-FIP.1
SoMV-BIP.1
SoMV-F3.6
SoMV-B3.6
SoMV-FIP.6
SoMV-BIP.6
SoMV-F3.4
SoMV-B3.4
SoMV-FIP.4
SoMV-BIP.4

引物序列 Primer sequence（5 ′-3 ′）
CGTCATTGGACAAAAGATATGAACC
TGTCAGTGGTGGAGACTATCG
ACAACTCGCGCTGTGGACTTGTCCAGACCACGGAACAAAC
TCACAACCTGCTGCGAAAGGAAGACGAAGACGGAGAACGC
CGTCATTGGACAAAAGATATGAACC
GACTAGGTTAACCGATCTAACAGTA
CGCGCTGTGGACTTGTTGGGGAAGAAGAAGAAGTCCAGACCA
GGCAGGGCTATGCCTGTGTTGACTATCGTTTGCAATATTTCGTGG
CCGAAGATATCTAGTCCAAGAAACT
ACCATTGAACACAGGCATAGC
TGTTTGTTCCGTGGTCTGGACTTCCGTCATTGGACAAAAGATATGAAC
AGCACAGCCCAACAAGTCCACCTGCCCATAACAATTCCTTTC


